



1  陈 旭 1  林青 1  朱斌琳 1  黄河清* 1, 2
(厦门大学生命科学学院细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室 1;
化学化工学院固体表面物理化学国家重点实验室,化学生物学福建省重点实验室 2, 厦门 361005)
摘  要  选用肽质量指纹谱 ( peptide m ass fingerpr int, PM F )技术鉴定质谱纯海兔肝铁蛋白 ( liver ferritin o f
Ap ly sia, ALF )。来源于基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 ( MALDI-TOF MS)仪中的激光和基质芥子酸协
同解吸海兔肝铁蛋白 ( ALF )为带双电荷、单电荷 [M + H ] +和二聚体的亚基离子, 并可供质谱分析。ALF亚基
的质荷比 m /z分别为 9784. 03 [M + 2H ] 2+、19678. 42 [ M + H ] + 和 39387. 80 [ 2M + H ] + , 其中亚基分子量
[ M + H ] +略小于鲨鱼肝铁蛋白 ( live r ferritin o f shark, SLF )。在弱碱介质 ( pH 8. 0)条件下, 电子光谱技术研
究指出, 抗坏血酸以 1 /2级反应方式参与 ALF释放铁全过程, 同时又使 ALF以一级反应动力学方式释放铁,
呈现两种不同的速率。推测这一异常现象可能与 ALF含低铁量、亚基调节能力和海兔的进化地位有关。
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[ 3, 4 ]
。电子显微镜和电泳技术揭示了多数哺乳动物铁蛋白蛋白壳由 H和 L类
型亚基组成,其中 H亚基主要参与是负责铁的矿化和铁核晶体形成, 而 L亚基是提供酸性残基以促进
或加速铁的成核作用
[ 5~ 7 ]
。细菌铁蛋白、SLF和由基因克隆表达的铁蛋白均由单类型亚基组成。由单
类型亚基组成的铁蛋白必须同时承担铁储存与释放的功能, 类似于哺乳动物铁蛋白 H和 L亚基的生理
功能, 但其调控机理尚未清楚
[ 8, 9]
。由于多数哺乳动物铁蛋白的 H ( 19 kD a)、L ( 21 kDa)亚基和 SLF、细
菌铁蛋白单类型亚基 ( 20 kDa)的分子量很接近, 使低分辨率的电泳技术难以高效分离铁蛋白亚基类
型,从而得出同一种类的铁蛋白,不同亚基类型的实验结果。目前,对不同来源于的铁蛋白亚基组成、结
构与功能的论点仍有争论














提取铁蛋白所需要的肝脏均取材于活鲨鱼。分离介质二乙基氨基乙基纤维素 ( DEAE )-52购置于
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华美公司。牛血清白蛋白均购置于 Sangon公司。三羟甲基氨基甲烷 ( T ris)等有机与无机常规试剂均选
用国产产品,纯度为 96% ~ 99%。采用美国 B io-Red公司生产的蛋白质分离纯化系统制备铁蛋白,监测
波长 280 nm。
2. 2 粗 ALF的制备
新鲜海兔肝脏,去除脂肪组织后,以湿重 1B1. 5的比例加入蒸馏水。采用组织捣碎机高速捣碎鲨鱼
肝成为匀浆 (约 15m in左右 ), 随后,将匀浆液置于恒温 ( 70~ 75e )水浴锅内热变性处理 20m in,使非耐
热杂蛋白变性。匀浆液置于 4e 冷柜冷却后,以 12000 r /m in高速离心 30 m in,取上清液, 弃去沉淀物。
按每 100mL上清液加入 35 g (NH4 ) 2 SO4的比例,加入 (NH4 ) 2SO 4于所收集的上清液,使铁蛋白产生沉
淀,并置于 4e 冰箱过夜,促使铁蛋白缓慢地析出,并形成晶体。取出 ALF晶体混合物, 以 15000 r/m in,
离心 30m in,弃上清液,收集棕色沉淀物。用 0. 025 mol /L T ris-HC l缓冲液 ( pH 7. 25)溶解棕色沉淀物,
并置于透析袋内,用蒸馏水透析过夜, 除去 ( NH 4 ) 2 SO4 和其它杂盐。取透析液, 以 12000 r/m in离心
20 m in,弃杂蛋白,收集上清液备用。此时,上清液中的蛋白浓度约为 2. 6 g /L。
2. 3 脱盐和电泳制备 ALF
Sephadex G-25层析介质经预处理后, 装柱 ( 32 cm @ 1. 7 cm ) , 并用 0. 025 mo l/L Tris-HC l缓冲液










0. 1%三氟乙酸 ( TFA)水溶液和 30%乙腈 ( CAN )按 7B1体积比混合成溶液。根据实验要求加入饱
和的芥子酸 ( SA )于混合溶液中,超声波处理 5m in,并离心 ( 5000 r /m in) 5m in,收集上清液,即为饱和基




冲氮激光 ( 337 nm )离子源的 MALDI-TOF质谱仪,采用线性模型分析,在加速电压控制在 25 kV等条件
下,每一测定样品随机选择 20~ 25个不同的点 (如待测样品有检测出质谱峰, 则累积检测到质谱峰的




2. 6 电子光谱技术研究 ALF释放铁动力学





3. 1 肽质量指纹谱技术鉴定 ALF
采用上述铁蛋白制备技术对海兔肝进行分离、提取、纯化, 所获得铁蛋白样品经 PAGE分离后显示





之一。为了进一步证实已获得电泳蛋白质样品是否为 ALF, 本实验选用本课题组编写的 rubhish peak
killer( RPK)分析软件, 可直接删去图 1中胰酶自降解产物和基质等所形成的干扰质谱峰, 并筛选出
ALF亚基酶解产物所对应的肽质谱峰, 从而提高鉴定 ALF的可信度, 这项分析技术同样也适合于鉴定
其它蛋白质。参考图 1测定结果和 RPK软件提供的数据, 选用 MASCOT检索网站中的 SW ISS-PORT、
MSDB和 NCB rn数据库进行检索与比对。经检索和分析后,发现 ALF与鸡和鼠的铁蛋白 H亚基一级结











]和亚基聚合体离子,并可被飞行时间质量分析器所检测, 其亚基的 m /z分别为
10611. 07、21066. 52、41993. 16和 63555. 64, 即认为亚基分子结构分别为 [M + 2H ]
2 +
, [M + H ]
+
,
[ 2M + H ]
+
和 [ 3M + H ]
+ [ 14]
,但相关亚基解离成分子离子的机理尚未清楚。实验采用 SDS-PAGE研究
 图 1 ALF质量肽指纹谱的质谱分析
F ig. 1 M S ana lysis o f peptide mass fing erpr inting in liver
ferr itin of aplysia ( ALF )
 图 2 ALF亚基质谱图
F ig. 2 M ass spectrum of subunit in ALF
发现了 ALF由单类型亚基组成, 其亚基分子量约为 19 kD a。图 2是 ALF亚基质谱图,图中显示出 3个
质谱峰,其 m /z分别为 9784. 03( [M + 2H ]
2+
)、19678. 42( [M + H ]
+
)和 39387. 80( [ 2M + H ]
+
), 亚基










。根据前人的研究报道和图 2实验结果,拟出 MALD I-TOF M S测定铁蛋白亚基的示意图,并阐明
 图 3 激光和基质解吸 ALF成亚基离子过程
F ig. 3 Generating process of subun it ion by lase r




, 作者提出 MALD I-
TOF M S引起 ALF亚基解离且形成分子离子途径的观点,










或形成双电荷单亚基类型, 因而可获得图 2结果,显示出 [M + 2H ]
2 +
、[M + H ]
+
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实验结果和图 3模型提供实验证据。
3. 3 在弱碱介质下, ALF释放铁的动力学
抗坏血酸 (维生素 C ) ( - 11. 0mV,相对于标准氢电极电位, 下同 )和 N a2 S2O4均是双电子供体, 其
中抗坏血酸的氧化还原电位高于铁蛋白 ( - 245. 0 mV )
[ 17]
。从表观数据推测,抗坏血酸不可能作为电
子供体参与铁蛋白进行释放铁反应, 但图 4是以抗坏血酸为电子供体,在弱碱介质中 ( pH 8. 0), ALF释
放铁的动力学全过程。ALF含铁量约为 530 Fe
3+
/ALF, 明显低于绝大多数由 H和 L亚基类型组成的

















化动力学的计算式。早期所建立的释放铁动力学方程 ( Cm ax - C t )
1 /2
= kTm ax - T t
[ 20]
,其中 (Cmax - C t )
1 /2
计算模式主要考虑在单位时间内 (T t )还未释放的铁组分, 而不是考虑已释放的铁组分 ( C t )。所以, 对
已建立铁蛋白释放铁的动力学方程式应修正为 (Cmax - C t )
1 /2
= kT t更为合理。由于抗坏血酸的分子尺
寸明显大于铁蛋白的物质交换隧道宽度 ( 0. 3~ 0. 4 nm ) , 因而抗坏血酸只能借用络合铁蛋白途径改变
蛋白壳构象,提高蛋白壳的氧化还原电位,向铁蛋白提供电子,并供铁的还原与释放。把图 4结果代入
(Cmax - C t )
1 /2
= kT t方程后作图,可获得图 5结果, 显示线性对应关系。这一实验现象说明了在弱碱介
质 ( pH 8. 0)下,用抗坏血酸以 1 /2级方式参与铁还原与释放 (图 5) ,抗坏血酸还原 ALF铁核中的铁组
 图 4 以抗坏血酸为电子供体, ALF释放铁的动力学全
过程 ( pH 8. 0)
F ig. 4 Com plete process of iron re lease reduced w ith as-
co rb ic ac id as e lectron ic donor from the ALF at pH 8. 0






F ig. 5 Resu lts shown in F ig. 6 we re obta ined by a k inetic
equation (Cm ax - C t )
1/2 = k T t according to F ig. 4 results
Cmax: 铁蛋白释放铁最大量 ( the m ax imum num bers of iron
release)。C t和 T t: 在单位时间内 (T t)内, 铁蛋白释放的铁量
(C t andT t: the num bers of iron release (C t ) accord ing to d es ire
react ive t im e)。
成全过程中未发生差异速率现象。进一步实验表
明,作者拟在弱碱介质中, 采用 MALDI-TOF M S技





3. 4 在弱碱介质下, ALF异常释放铁过程
作者前期的研究结果已报道, 如把铁蛋白释放铁全过程代入 ( Cmax - C t )
1 /2
= kT t 方程, 并获得
(Cmax - C t )
1 /2
与 T t的线性对应关系。以 lg (Cm ax - C t )以与 T t作图, 同样也能获得线性对应关系。这一
现象说明了还原剂 Na2 S2O4或抗坏血酸均以 1 /2级动力学途径参与铁还原与释放, 而铁蛋白自身释放
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 图 6 根据图 4结果代入动力学方程 lg(Cm ax -
C t )
1/2 = kT t作图
F ig. 6 Results show n in F ig. 4 w ere obta ined by
a k inetic equa tion lg (Cm ax - C t )
1/2 = kT t accord-
ing to F ig. 4 results
Cm ax: C t和T t: 在单位时间内 (T t )内, 铁蛋白释放的
铁量; Cm ax:铁蛋白释放铁最大量 ( the m ax imum num-
bers of iron release); C t and T t: the num bers of iron






根据图 4结果,并以 lg (Cmax - C t )与 T t作图,获得图 6A、B
结果, 说明了 ALF释放铁全过程表现出非线性对应关系,
并呈现出两种不同释放铁的速率, 其速率转折点约为
42 m in,但均遵循一级反应动力学规律。如果以 lgC t与 T t
作图,可获得图 6C结果, 其释放铁动力学曲线变化趋势相












( 1) PAGE、SDS-PAGE和 MALD I-TOF M S等分析技术证实了 ALF由单类型的亚基组成,其亚基分
子量为 19678. 42 Da( [M + H ]
+
); ( 2)酸性介质 (例如: 酸性基质 )削弱 ALF亚基之间相互作用强度,协
助来源于 MALDI-TOF M S的激光解吸 ALF成为亚基离子。在弱碱介质条件, ALF亚基之间的相互作用
强度增强,此时难于直接测定 ALF亚基。提出 MALDI-TOF MS解吸 ALF成亚基离子,并可供质谱分析
的简易模型图。ALF亚基之间的相互作用强度与介质的酸碱度有关; ( 3)选用释放铁动力学技术研究
在弱酸弱碱条件下, ALF释放铁的动力学及规律,提出抗坏血酸以 1 /2级反应方式参与 ALF释放铁全
过程同时,又使 ALF以一级反应动力学方式释放铁,并呈现两种不同的速率,提出这一异常现象可能与
ALF含低铁量、亚基调节能力和海兔的进化地位有关的观点,所获得的动力学参数能更加科学合理地阐
明选用 MALDI-TOF MS技术分析高分子量 ALF(约为 440 kDa)的亚基理化特性和释放与储存铁的机理。
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Desorption / Ionization of Subunit and K inetics of Iron Release Revealed
w ithM atrix-assisted Laser Desorption Ion ization-Tim e of Flight
M ass Spectrom etry and Electronic Spectrum in Liver Ferritin ofAp lysia
Huang L in1, Chen Xu1, L in Q ing1, Zhu B in-L in1, Huang H e-Q ing* 1, 2
(K ey Laboratory of theM inistry of Education for Cell B io logy and Tum or Cell E ngineer ing, School of L ife Sciences1;
S ta teK ey Laboratory of Physical Chem istry of Solid Surface, The K ey Laboratory of Chem ical B io logy
of Fujian Province2, X iam en University, X iam en 361005)
Abstract Liver ferritin ofAp lysia ( ALF) w ith purity o fmass spectrometry has been identified by a techno lo-
gy o f pept idemass fingerprin .t Both lasers com ing from theMALD I-TOF M S andm atrix sinap ic acid together
decomposed ALF into mo lecular ion o f the subun it forM S analysis, show ing three mo lecular ions such as
sing le subun it w ith doub le [M + 2H ]
2+
and sing le [M + H ]
+
charges, and dim er ic subun itw ith sing le charge
[ 2M + H ]
+
. The ratio of mass to charge (m /z ) of these ions is divided to be 9784. 03、19678. 42 and
39387180, respect ive ly. Themo lecularw e ight of ALF w as som ewhat little than that o f liver ferritin in shark
( SLF). In w eaken basicmed ium ( pH 8. 0) , the exper imenta l resu lts used w ith e lectron spectra l techno logy
show ed that ascorb ic ac id, as a 1 /2 order reaction, reduced thew ho le iron componentw ith in the ferr itin core
for releasing, wh ich resulted in ALF released the iron as firs-t order law rather than ha l-f order law, show ing tw o
different rates of iron re lease. The results suggested that these nove l phenomena be tight ly connected w ith the
low iron content and the capac ities o f subunit regulation in ALF, and w ith evo lution leve.l
K eywords M atrix-assisted laser desorption ionization-t ime of flight mass spectrum (MALD I-TOF M S ),
subunit desorption, iron release, k inetics, evolution
( Received 18 April 2007; accep ted 1 Augus t 2007 )
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